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e Madarinfluenza (avian influenza, Al) és baromfipestis
 protektiv antigének és virusvektor

» Madarinfluenza vektorvakcina (rHVT Al)
— a fejlesztés f6bb lépései
— hatékonysag vizsgalat
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A vektorvakcina fejlesztés
alapveto elemei...
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A legpusztitobb virusos
baromfibetegsegek

A vektorvakcina fejlesztés alapveto elemei

Donor virus
(protektiv antigén)

Vektor virus
(akceptor)

Vektorvakcina
jelolt 7
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A legpusztitobb virusos

baromfibetegsegek BERZSY

NAPOK

. A HA fehérje Az F fehérje proteazok hatasara kettéhasad és
e protedzok hatasara kettéhasad és aktivalodik. aktivalodik.
HA = protektiv antigén F = protektiv antigéen
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Előadó
Bemutató megjegyzései
Vector vaccines are live Vector Vaccine vaccines in which gene(s) from one organism are inserted in to another to produce a protective immune response to the inserted gene.  Vectors can be viral or bacterial as long as there are regions of the genome that are not required for replication (non-essential regions).  The foreign gene(s) are the gene(s) of interest that will produce a protective immune response.  One example is the VECTORMUNE FP-N, in which the Hemmagglutinin-Neuraminidase (HN) gene and the Fusion (F) gene was removed from NDV and inserted into a FPV vaccine.


A pulykaherpesz virus (HVT),

mint vektor DERZSY

NAPOK _

Tobb szempontbdl idealis vektor

¢ Nem pathogén
e Nem terjed
¢ Nagy méretii genom

e ¢ Genetikailag stabil
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o ) Kingham et al Journal of General Virology (2001), 82, 1123-1135
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A pulykaherpesz virus (HVT)

alapu vektorvakcinak .ERZSY

NAPOK _

Példa. Madarinfluenza vektorvakcina

rHVT Al
Hogyan készllt?
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rHVT Al vektorvakcina fejlesztése
nagy patogenitasd H5 Al virus ellen EE%SKY

12006 - Eurépai H5N1 madarinfluenza jarvany

e Orszagos Allategészséguigyi Intézet
© 2006. H5N1 Al virus izolalasa
ebltykos hattyu, #4999

Wang, JGV 2008

TSy ] A
1 Azerbaijan 6 Hungary # H5N1AIV occurence in wild birds @ East Asian/Australasian fiyway
2 Georgia 7 Austria ® H5N1AIV occurence in poultry
3 Bulgaria 8 Swizerland = Migratory birds flyway for propagation @ Central Asian flyway
4 Serbia 9 |srael = Migratory birds flyway for overwintering g
SAbania 10 Netherlands = Possible migratory birds flyway in 2006 () Black SeaMeditorrancan fyway
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rHVT Al vektorvakcina fejlesztése
nagy patogenitasu H5 Al virus ellen

2006 — H5 gen elemzése, DNS klon készités‘

[
K

3} e Bendtmr e By

e Ceva Phylaxia & MTA Allatorvos-

tudomanyi Kutatointézet
e H5 gén izolalasa, elemzése,

e H5 gén modositasa areverz
genetika eszkdzeivel
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Influenza A virus (&/Cygnus olor/Italy/742/2006(H5HL) ) TEEECTCAG, TAGCCCTCAAGGAGAGAGAAGLAG, GAGAGGACTATTTGEA
Tnfluenza A virus (A/whooper swan/Mongolia/3/05 (H5N1))TGGGCTCAG, TAGCCCTCAAGSAGABAGALGLAGALG. GABAGEACTATTTGEA
Influenza A virus (A/whooper swan/Mongolia/4/05 (H5N1))TGGGCTCAG, TAGCCCTCAAGGAGABAGALGLAGLLG. GABAGEACTATTTGEA
Influenza & virus (&/whooper swan/Mongolia/é/05 (HIN1))TGGGCTCAG, TAGCCCTCAAGGAGAGAGAAGAAGALG. GAGAGGACTATTTGEA
Influenza & virus (A/whooper swan/Mongolia/2/06(H5HNL))TEEGCTCAG TAGCCCTCALGGAGAGAGLAGLAG, GAGAGGACTATTTGGEA
Influenza & virus (&/swan/Guangxi/3077/2004 (HSHL1)) =secTEEGCTCAG TAGCCCTC. GAGAGAGAAGAAG. GAGAGGACTATTTGEA
Influenza A virus (A/swan/Astrakhan/1/2005(HSH1)) hem: TEEECTCAG TAGCCCTCALGGAGAGAGLAGLLG, GAGAGGACTATTTEEA
Influenza A virus (A/Cygnus cygnus/TIran/754/2006 (HSH1) TEEGCTCAG TAGCCCTCAAGGAGABAGALGLAG GAGAGBACTATTTGEA
Influenza A virus (A/mute swan/Croatia/1/2005 (HSN1)) }NTGGGCTCAG TAGCCCTCAAGGAGAGAGAAGALG. GAGAGGACTATTTGEA
Infl J3) 7 TEEECTCAS TAGCCCTCAAGEAGAGAGLLGLLG GAGAGEACTATTTEEA
Influenza A virus (2t Jude HSM1 influenza seed virus ] TGEGCTCAGAAATAGUCCTCALATTGA ALCTAGAGGATTATTTGGA
Influenza A virus (4fswan/Astrakhan/Russia/Nov-2/20051TGGGCTCAG. TAGCCCTCAAGGAGAGAGALGAAG GABAGGACTATTTGEGEA
Influenza A virus (A/chicken/Indonesia/R134/03(HIN1)) TSEECTCAG TAGCCCTC, GAGALGLGLLG, GAGAGGATTATTTEEA
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rHVT Al vektorvakcina fejlesztése

nagy patogenitasu H5 Al virus ellen DE\%SKY

2006 — elokeészités rHVT vektorhoz

e Orszagos Allategészségligyi Intézet
@ 2006. H5N1 Al virus izolalasa
e blitykds hattyu, #4999
e Ceva Phylaxia & MTA Allatorvos-
tudomanyi Kutatointezet
e H5 gén izolalasa, elemzése,

e H5 gén modositasa areverz
genetika eszkdzeivel
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r sy r from B Lomnicz lab, E S 1
o el6készités rHVT vektorhoz T ommes e N
;s PCR done wiath KOD polymerase. Cloned in
e dokumentacio Plasinid mnaine: pTopo-H

e export, Ceva Biomune, USA CENAR AN s S

BamHI 1.
TGACHEE . TG CGAGAAAATAGTGCTTC
TTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAIGAC
COCCCAAGACATACTOGAAAACGACACAC,
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rHVT Al vektorvakcina fejlesztése

nagy patogenitasu H5 Al virus ellen DiE%SKY

2007 — rHVT vektor technologia
e Ceva Biomune (USA) & Ceva Phylaxia

o rHVT Al vakcinajeloltek elballitasa
 beillesztési hely, promoterek stb.

Butykds hattyu

\ 3 Donor virus ‘v

(protektiv antigén)

Transzfer plazmid

CEF
transzfekciod
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Szelekci6 &

Rekombinans HVT

Vektorvakcina
jelolt

H5 termelodés
kimutatasa
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rHVT Al vektorvakcina fejlesztése
nagy patogenitasu H5 Al virus ellen

2008-2015 — rHVT Al hatekonysag vizsgalata

¢ Milyen hatéekony a vakcina?

e Milyen széles a védelem spektruma?

 Homolodg és heteroldg nagy patogenitasu
H5N1, H5N2 és H5N8 Al virus rafertbzések szervezése

15
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rHVT Al* — a védelem széles spektrumu nagy
patogenitasu H5 Al virusokkal szemben (2008-2015)
| Retes

Rafertozés helye Klinikai % Oro-pharyngealis

Baromfi Maternalis ea. HPAY Fertdzés  Kor vedettség drités
tpus vt Av Tipus Torzs Kiad M9 OB e o Mikor  vake.  Kont
SPF toj6 Nem Nem H5N1 A/CK/Viet Nam/1203/2004 1 IN 4 85% 0% 2 dpc 30% 100%
Belgium Broiler lgen Nem H5N1 A/Duck/Hungary/11804/2006 2.2 IN 2 90% 0% 2 dpc 20% 38%
Belgium Broiler lgen Igen (H5N2) H5N1 A/Duck/Hungary/11804/2006 2.2 IN 2 100%  20% 2 dpc 0% 60%
Belgium Broiler lgen Igen(H5N2) H5N1 A/Duck/Hungary/11804/2006 2.2 IN 3 90% 0% 2 dpc 0% 80%
Belgium SPF toj6 Nem Nem H5N1 AICK/Egypt/1709-1 VIR08/2007 221 ON 3 100% 0% 3dpc 80% 100%
Belgium SPF toj6 Nem Nem H5N1 A/CK/Egypt/1709-6/2008 221 ON 8 100% 0% 3dpc 100% 100%
Belgium Broiler lgen Nem H5N1 AICK/Egypt/1709-6/2008 221 ON 4 90% 0% 2 dpc 10% 100%
Belgium Broiler Igen Igen(H5N1) H5N1 A/CK/Egypt/1709-6/2008 221 ON 4 100% 0% 2 dpc 10% 90%
Belgium Broiler Igen Igen(H5N1) H5N1 AJICK/Egypt/1709-1 VIR08/2007 221 ON 4 90% 0% 2 dpc 100% 100%
Belgium Broiler Igen Igen(H5N1) H5N1 AICK/Egypt/1709-6/2008 221 ON 4 70% 0% 2 dpc 90% 100%
Indonézia Broiler lgen lgen(H5N1) H5N1 AICK/West Java Subang/29/2007 213 ON 4 80% 0% _ 2 dpc 60-80% 100%
Indonézia Broiler lgen lgen(H5N1) H5N1 A/CK/Puwakarta-Cilingga/142/2010 2.1.3 ON 4 95% 0% 2 dpc 60-80% 100%
USA SPF tojo Nem Nem H5N1 A/Whooper Swan/Mongolia/3/2005 2.2 IN 6 100% 0% 2 dpc 13% 100%
USA SPF broiler Nem Nem H5N1 A/CK/West Java Subang/29/2007 2.1.3 IN 4 80% 0% NT NT NT
USA SPF toj6 Nem Nem H5N2 AI/CK/Queretaro/14588/1995 - IN 4 95% 0% NT NT NT
Belgium SPF toj6 Nem Nem H5N1 A/CK/Egypt/1709-6/2008 221 ON 4 100% 0% 2 dpc 100% 100%
Belgium SPF toj6 Nem Nem H5N1 AJ/CK/Egypt/1709-6/2008 221 ON 8 100% 0% 2 dpc 100% 100%
QP Egyiptom Broiler lgen Igen (H5N1) H5N1 AICK/Egypt/1709-6/2008 221 IN 4 93% 0% 2 dpc 100% 100%
Egyiptom Broiler lgen lgen(H5N1) H5N1 AICK/Egypt-63/2010 "variant" 221 IN 5 80% 0% 2 dpc 100% 100%
Belgium SPF toj6 Nem Nem H5N8 AICK/Germany/2014 2344 ON 4 100% 0% NT NT NT
Olaszo. SPFtoj6  Nem Nem H5N1 g\éfz'gff"g'adesm TR it 2321 ON 4 100% 0% 2 dpc 10% Al dead
Egyiptom Tojé Igen Igen(H5N1) H5N1 A/CK/Egypt/128s/2012 221 ON 19 73% 0% 3dpc 0% 100%
Egyiptom Tojo Igen Igen(H5N1) H5N1 AJCK/Egypt/128s/2012 221 ON 19 60% 0% 3 dpc 7% 100%
dpc: rafertézés utani nap; NT: nem vizsgalt 16

*rHVT Al (Vectormune Al) 2012 —t6l tobb orszagban regisztralva van. Y Gardin et al, Avian Diseases, 2015 (publikalas folyamatban)



rHVT Al* — a védelem széles spektrumu nagy
patogenitasu H5 Al virusokkal szemben (2008-2015)

I

Ti Torzs Klad Kor (hét) Vake. Kontroll
H5N1 AJ/CK/Viet Nam/1203/2004 1 4 85% 0%
H5N1 A/Whooper Swan/Mongolia/3/2005 2.2 6 100% 0%
H5N1 A/Duck/Hungary/11804/2006 2.2 2 100% 20%
H5N1 A/CK/Egypt/1709-1 VIR08/2007 221 3 100% 0%
H5N1 AJ/CK/Egypt/1709-6/2008 2.2.1 3 100% 0%
H5N1 A/CK/Egypt-63/2010 "variant” 221 5 80% 0%
H5N1 AICK/Egypt/128s/2012 2.2.1 19 73% 0%
H5N1 A/CK/West Java Subang/29/2007 2.1.3 4 80% 0%
H5N1 A/CK/Puwakarta-Cilingga/142/2010 2.1.3 4 95% 0%
H5N1 A/CK/Bangladesh/11RS1 984-33/2011 23.21 4 100% 0%
H5N2 A/CK/Queretaro/14588/1995 - 4 95% 0%
H5N8 A/CK/Germany/2014 2344 4 100% 0%
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Nagy patogenitasu Al
jarvanykitorés — USA, 2014-2015

H5N8 — 2015 majus 18.

USDA united states HPAI Qutbreak 201 _4_-20_1 5
=———= Department of Policy for HPAI Mitigation
S Aiciiture Version 7, May 6, 2015

This information may be revised as the outbreak progresses or wit@entific or j

epidemiological information.

Controlling and Containing the Current Outbreak

-

- Resolved (outbreak cluﬁ r- domeillc] Baha.lfl‘as ’
X1co

[i Continuing outh, r-aakfl usters domestic) ﬁ“‘ksxand G'aICDS I

@ Resolved (both)

LA&] Resolved (wild)*

(o Jama cazﬁré‘rtq
Resolved (domestic)

Continuing (wild) El*salbadof 3

= ‘BEIIIZE LtndatL repopuidle prior 1o AFnlo dpprovdl ana subsequenuy pecolrie re-iniecled.

. Increase the disease resistance of susceptible poultry to the HPAI virus. Strategic

Continuing (domestic) & emergency vaccination may be used to increase the disease resistance in poultry.
[ No information Costa Ricaf ! E g y Y . . P y
e a. APHIS has approved vaccine (CEVA HVT-H5) for emergency use in certain
http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/countrymapinteractive States, per 9 CFR 106.

b. Distribution of vaccine will be under the approval of the State Veterinarian of these
States, and will be purchased by the producer.

r Turkev ranlaremants will ha nriaritizad initiallv aiven the limitad anantitias nf

18
*rHVT Al (Vectormune Al) 2012 —t6l tobb orszagban regisztralva van.



A pulykaherpesz virus (HVT)
alapu vektorvakcinak

Baromfipestis vektorvakcina

rHVT ND

Vakcinajeloltek eloallitasa
Immunitas kialakulasa
Védelem spektruma
Immunitas tartossaga
Virusdarités, szerologia
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rHVT ND vektorvakcina fejlesztése

A legjobb rHVT ND vakcinajeldlt kivalasztasa

Maternalis ea.-al rendelkez6 csirke
rHVT ND vakcinazas, in ovo
ND B1 vakcinazas 7 napos korban

Rafert6zés 44 napos korban
e Texas GB, 4 10g10 ELD50, i.m.

e klinikai védelem értékelése

Derzsy Napok, Zalakaros, 2015 junius 4-5. Pénzes Z.

% of protection

IEIERZSY
APOK
——
100 /\
90
80
;g T i HVT/ND F-1
38 | i HVT/ND F-2
gg ] B HVT/ND F-3
10 k
o I HVT/ND F-4
D P y S @ @O B HVT/ND F and
¥ & & O o HN
& & & &l )
SR SR SR SN
4\\
Sy
20



Kulonbseg rHVT ND vakcinak kozott Brr7oy
NAPOK

Tojohibrid, immunitas kialakulasa

¢ Maternalis ea.-al rendelkez6 - 100%
tojéhibrid csirke 2

., £ 80%
e rHVT ND vakcinazas, s.c. £ g

¢ Rispens vakcina egyittes E % 60%
alkalmazasa LR

. o s ‘T 40%

¢ Rafert6zés 28-35-42-56 napos 2 E ’

korban = S 20%

e Malaj izolatum, 51og10 ELD50, i.n. 5 0% 0%
- - . Ve 7 7 7 D
¢ Klinikai védelem értékelése =z 0%
\4 hét 5 hét) 6 hét 8 hét

eletkor rafertézéskor

MrHVT-ND "A"  ®rHVT-ND "B"  L1komm. tojo kontroll

A két vakcinavirus kozott jelentés kiulonbség van az
Immunitas kiéptlése teren.
21
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Immunitas kialakulas és

Immunitas tartossag vizsgalata

Broiler csirke

e rHVT ND , A” vakcinazas

® in ovo
e subcutan

e .magas” HAG titerti allomany
e kozepes” HAG titeri alloméany

e Rafertozés
® 3, 6, 9 hetes korban
e NDV Herts 33/56, 51og10 ELD50

Derzsy Napok, Zalakaros, 2015 junius 4-5. Pénzes Z.

Klinikai védelem ND rafertdzés ellen

.m.

[BERZSY
APOK

100% 100% 100% 100%
100% - 95%  95%
80%
60% -
40%
20% -
0% 0% 0%
0% — — —
3 heét 3 hét 6 hét 9 hét
"magas MDA" "kdzepes MDA" "kdzepes MDA" "kdzepes MDA"

életkor NDV rafert6zéskor

i rHVT-ND in ovo LI rHVT-ND s.c. H Nem vakcinazott kontroll

Kdzel teljes klinikai védelem alakul ki 3 hétre, mely minimum
9 hétig 100%-0s szinten marad.
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*rTHVT ND — a vedelem spektruma

Distance 0.02

T TR-2196
B-30/95

—

Széles spektrum

Véd-e
kulonbozo
genotipusu
NDV torzsek
ellen?

Taiwan95
Di-3/s8
DE-85/96
DE-82194

Israel 70

Iray AGESB

SG-4HIES
= _:m-srsa
ZA-18190 Genotype Vil
ZA-16/90 |

R T Miyaderad1 |
AU Yictoriz

ltalien/ds
—{_ Hertsf3z €

. MZ-50/95
ZA-29193

Gerees D Véd,

N

DE-372/86
WarwickB6
piDE-68/94
piDE2653/98
pi17498/98
H-310/82

S1ors2_ r Genotype VI

1083/72USA

229303M3U5 3
4100.‘99M){
51EEFQEM}E
456/04M X
466/06M X
D51EI1."05MX
D1112.‘09M]{
D163313/11MX
D1559/8M10MX

Genotype v) Véd.

Ved

enotype lli
 Veéd. F gén
Vita;-)est

|> Genotype | -
Ulster2C67 J

Texas GBME8
[ Beaudette C45

D26176
-2

*rHVT ND (Vectormune ND) 2007 —t6l tobb orszagban regisztralva van.

Clone 30
B1

LaSotald6 >Genotype 1] Ved .



Immunitas tartossag wzsgalata BERZSY

NAPOK

Tojohibrid, klinikai védelem

H
8
=X

e Lohmann Brown Lite tojohibrid

e rHVT ND naposkori subcutan
vakcinazas

¢ Velogén NDV rafert6zés
a 3 -72. héten (VII genotipus,
Malaysia, 2010)

e Klinikai védelem értékelése

80%

60% -

40% -

20% -

Klinikai védelem ND rafert6zés ellen

o
=x
|

3 4 6 10 15 25 33 40 55 72
életkor rafert6zéskor (hét)

M rHVT-ND L1 Kontroll ’

Egyetlen naposkori rHVT ND vakcinazas 100% védettseget
biztosit a 72. hétig.
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Előadó
Bemutató megjegyzései
Clinical protection has been evaluated on individual level. Clinical signs were/will be observed daily throughout the observation period. Gross-pathological examination of all dead birds and those which show clinical signs indicative to ND has to be conducted. Histology of brain was or will be performed only if no ND specific clinical signs or gross-lesions observed. Protected birds have to be free of any clinical signs indicative to NDV infection. Chickens dying from aspecific causes during the post-challenge observation period were/will be omitted during the calculation of protection. 


Immunitas tartossag wzsgalata BERZSY
NAPOK

Tojastermelés csdkkenés elleni védelem

rafert6zés
120% |

v

¢ Lohmann Brown Lite toj6hibrid 100% R \V/‘\X(H—*w
. X ¢

¢ rHVT ND naposkori subcutan 80% %\(L./

vakcinazas
60%

¢ Velogén NDV rafert6zés
a 33. héten (VII genotipus,
Malaysia, 2010)

e Klinikai védelem értékelése

40%

tojastermelés

20%

0%

ad.2
ad.3
ad. 4
ad. 5
ad.6
ad.7
ad.8
dpch1
dpch2
dpch3
dpch4
dpch 5
dpch6
dpch7
dpch 8
dpch9
dpch 10
dpch 11
dpch 12
dpch 13

—e—rHVT-ND < nem fertézott kontroll ‘

Klinikai védelem: 100%

(nem vakcinazott, rafert6zott kontroll: 0%)

b

Egyetlen naposkori rHVT ND vakcinazas teljes védelmet

nyujt az ND rafert6zés hatasara esetlegesen bekodvetkezd
tojastermelés csdkkenés ellen.
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Előadó
Bemutató megjegyzései
A.d.=akklimatizáció (nap); dpch=ráfertőzést követően eltelt nap



Virusurités csokkentése DER 7Y
NAPOK

® napos subcutan

e Velogén NDV rafertozés
® 4 és 6 hetes korban
e NDV D1524/1/1,2/IMY/10 torzs (G VII)
® 5]|0ogl10 ELD50, i.n.

NDV mennyiség
qPCR eredmény (Ig ELD;,/0.1 ml)

O = N W &~ 0 o

e Virusurités vizsgalata
® oro-nasalis- (ON) és

® kloaka (CLO) tampon 4 hét 6 hét
kvantitativ PCR-el

ON tampon CLO tampon ONtampon CLO tampon

MrHVT-ND L1 broiler kontroll
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Immunvalasz monitorozasa.
Szerologia

Broiler csirke

9000 - -9
@ —_
rHVT ND w000 o3
e Naposkori vakcinazas = 7000 - . ;

@

+= 6000 | -6 P
N o
— 5000 -5
L] Q -+
ELISA £ 4000 - -4 g
+ 1D Screen® p” 2000 3 T
Newcastle Disease Indirect %) | i =)
for HVT-NDV vaccine monitoring 1 2000 - -2 &

1000 - -1

e HAG teszt 0 0

életkor mintavételkor (hét)

M ELISA-Vakcinazott [_JELISA-Kontroll ~ «-eee ELISA-poz. hatar
s HAG-Vakcindzott =O==HAG-Kontroll -=-=--HAG-poz. hatar

ELISA és HAG moédszerrel is jol mérheté immunvalasz alakul
ki 5-6 hetes korra.
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Vektorvakcinakkal a legsulyosabb

virusos baromfibetegsegek ellen BERZSY

NAPOK _

Osszefoglalas

e A HVT alapu vektorvakcinakkal nagyon hatékonyan lehet
védekezni alegpusztitobb virusos baromfibetegsegek
ellen.

e rHVT Al: hazai H5 ,,alapanyag”, magyar kutatok jelentés hozzajarulasaval
és Ceva vallalati technoldgiaval kifejlesztésre kerult egy a H5 tipusu nagy
patogenitasu madarinfluenza elleni nagyon széles spekirumi
vektorvakcina.

e rHVT ND: a vakcina kifejlesztése megvaltoztathatja a baromfipestis elleni
vedekezés évtizedes stratégigjat.
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Kdszbnetnyilvanitas

KOSzOnom a
f. I t' Palya Vilmos
Igye met: Yannick Gardin

Lomniczi Béla

Ceva Phylaxia munkatarsak
Ceva Biomune munkatarsak
Ceva Japan munkatarsak
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